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摘 要 : 脱落 酸 (Abscisic Acid, ABA) 是 一 种 
老 和 死亡 等 发 育 过 程 吕 
的 含量 


测 。 


基于 羧基 化 石墨 烯 - 海 深 酸 钠 复 合 材料 的 
脱落 酸 电化 学 免疫 传感器 的 构建 及 应 用 
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es 实测 


要 的 植物 激素 ， 在 种 子 和 芽 休 了 眠 、 器 官 大 小 控制 、 植 物 误 
P 发挥 作用 ， 同 时 调控 植物 的 生物 与 非 生物 胁迫 。 为 快速 、 准 确 地 测定 植物 体内 ABA 
， 本 研究 开发 了 一 种 新 型 的 ABA 免疫 传感器 。 通 过 在 电极 表面 修饰 羧基 化 石墨 炳 
藻 酸 钠 (Sodium Alginate, SA) 来 增加 抗体 的 固定 量 ， 


(GR-COOH) if 


从 而 提高 传感器 的 检测 性 能 。 对 GR-COOH、SA、 
ABA 抗体 的 浓度 进行 了 优化 ， 根 据 ABA 抗体 和 抗原 的 结合 导致 电极 阻抗 发 生变 化 的 原理 ， 实 现 了 ABA 的 检 


的 检测 下 限 为 10 pmol/L, BA Bee 


的 稳定 性 和 选择 性 。 进 一 步 以 感染 柑 权 黄 龙 病 的 脐橙 为 研究 对 象 ， en 


We 
片 中 ABA 的 含量 增加 ， 从 而 表明 ABA 在 植物 的 抗 病 反应 中 发 挥 重要 作用 。 


键 酶 的 基因 CiiZEP 表 达 量 的 变化 ， 植 株 感 病 后 基 


测 结 


中 图 分 类 号 : TP212;TN702;TP216 文献 标志 码 : 


f P ERE] 


吉 果 相符 ， 表 明基 于 CGR-COOH-SA 复合 材料 的 ABA 免疫 传感器 具有 较 好 的 实用 性 。 
关键 词 : 脱落 酸 ; 免疫 传感器 ; 电化 学 ; 黄龙 病 ; REO =k; 抗体 
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j 格 式 : 董 安 图 , 周 思 蒙 , 王 清 涛 , 王 成 , 罗 斌 , 李 爱 学 . 基 了 
免疫 传感器 的 构建 及 应 用 [J]. 智慧 农 


- 片 中 ABA 的 含量 变化 。 结 果 表 明 ， 有 脐橙 感 染 黄龙 病 后 ， 
进一步 研究 了 ABA 合成 途径 A 
因 表达 量 升 高 ， 传 感 器 测 得 的 ABA 含量 
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=> 
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脱落 酸 (Abscisic Acid, ABA) 作为 一 种 重 
要 的 植物 激素 ， 主 要 负责 调节 植物 的 生长 发 


育 “， 调 控 植 物 果实 发 育成 熟 ” 


， 抑 制 整 株 植 物 


或 单个 需 官 的 生长 “。 在 受到 不 利 环 境 因 素 影响 


后 ，ABA 可 对 下 游 基 因 进 
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行 有 效 地 控制 ， 进 而 
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WEA (1988 一 )， 女 ,硕士 ,研究 方向 为 植物 抗 病 性 检测 。 
李 爱 学 (1978 一 )， 女 ,博士 研究员， 


对 环境 产生 适应 性 。ABA 在 植物 抗 病 反 应 过 程 
中 也 具有 重要 作用 ， 可 作为 直接 或 间接 信号 参与 
到 植物 的 抗 性 反应 中 处。 研究 表明 ABA 可 通过 
促进 植物 气孔 关闭 ， 阻 断 许多 病原 体 的 侵入 。 
因此 ， 研 究 植物 感 病 后 体内 ABA 的 含量 变化 对 
于 研究 植物 的 抗 病 反 应 非常 重要 。 传 统 植物 激素 


测定 方法 有 生物 鉴定 法 “、 
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TR) 等 。 当 前 常用 的 检测 方法 有 超 高 效 液 相 色 
谱 法 (Ultra Performance Liquid Chromatography， 
UPLC)、 高 效 液 相 色 谱 (High Performance Liq- 
uid Chromatography, HPLC) 和 液 相 色 谱 - 串 联 
质谱 法 (Liquid Chromatograph Mass Spectrome- 
ter/ Mass Spectrometer, LC-MS/MS) 等 ,但 是 这 
些 检测 方法 操作 比较 复杂 ， 并 且 需 要 大 型 的 仪 
器 ， 因 此 需要 建立 一 种 简单 、 灵 人 敏 、 快 速 的 植物 
体内 ABA 含 量 的 检测 方法 。 

电化 学 传感器 具有 灵敏 度 高 、 操 作 方便 、 检 
WW RRS HR, SBT AR, Li Sg UU 
提出 了 基于 纳米 金 修 饰 膜 构建 的 ABA 阻 抗 型 免 
疫 传 感 器 ， 检 测 范围 1.89~1.89X10' nmol/L, 45 
测 下 限 达到 0.378 nmol/L. RAE Bg d — Ah 
基于 纳米 金 / 硫 攻 修饰 金 电极 的 ABA 安培 免疫 传 
感 需 ， 该 传 感 顺 基于 H,O,-HRP- 硫 董 催 化 波 体系 
构建 ， 检 测 范 围 1.89~-3.78X10:nmolIL， 检 测 下 
限 达 到 0.756 nmol/L。 而 植物 体内 ABA 含量 其 
f. —RETEI0—50 ng/g.FW， 且 在 逆境 下 含量 会 
迅速 增多 。 因 此 ， 为 了 能 够 更 准确 地 检测 植 
物体 内 ABA 含 量变 化 ， 需 要 进一步 研发 检测 下 
限 更 低 、 检 测 范 围 更 宽 的 ABA 传 感 器 。 

fi ak (Graphene, GR) 是 一 种 优良 的 二 
维 纳米 材料 ， 具 有 独特 的 片 层 结构 ， 从 而 具有 较 
大 的 比 表面 积 ， 广 泛 应 用 于 传感器 领域 。 羧 基 化 
Rp; (GR-COOH) 具有 较 多 的 羧基 ， 因 而 
更 有 利于 下 一 步 对 ABA 抗 体 的 修饰 。 海 藻 酸 钠 
(Sodium Alginate, SA) 是 一 种 天 然 的 线性 多 糖 ， 
具有 较 好 的 生物 相 容 性 、 稳 定性 及 一 定 的 粘 附 
性 ， 并 且 其 上 带 有 大 量 的 羧基 可 用 于 交 联 抗 
体 5。 为 了 增加 抗体 的 固定 量 ， 本 研究 通过 GR- 
COOH 和 SA 的 复合 材料 来 修饰 电极 ， 并 通过 碳 
= (Carbodiimide, EDC) /羟基 丁 二 酰 亚 胺 
(N-Hydroxy Succinimide，NHS) 交 联 ABA 的 单 
克隆 抗体 ， 进 而 制备 ABA 免疫 传感器 ""” Al 
用 电化 学 阻抗 法 进行 ABA 的 检测 。 然 后 利用 研 
制 的 传 感 颖 对 感染 柑橘 黄龙 病 的 脐橙 叶片 中 的 
ABA 含 量 进 行 了 检测 ， 为 快速 、 准 确 获 取 植 物 


体内 ABA 含 量 提供 了 检测 方法 。 
2 材料 与 方法 


2.1 化 学 品 和 材料 


GR-COOH 购 自 纳 米 材料 科技 有 限 公 司 CR 
Bt); SA、Nafion (£ MMR), ABA, ABA- 
Antibody (脱落 酸 抗 体 )、EDC、NHS、 水 杨 酸 、 
生长 素 、 赤 霉 素 、 苹 果 酸 、 柠 檬 酸 和 琥珀 酸 购 自 
Sigma-Aldrich 公司 (上 海 ); 丝 网 印刷 电极 
(Screen Printing Electrode, SPE) 购 自 Xenslet 生 
物 科 技 有 限 公 司 ; 琼脂 糖 、10,000XGeneGreen 
核酸 染料 购 自 北京 天 根 生 化 ; 2XTaq PCR Star- 
Mix, DNA Marker D2000, StarSpin 快速 植物 
DNA 提 取 试 剂 盒 购 自 北京 康 润 诚 业 生物 科技 有 
限 公 司 ; RNA 提取 试剂 盒 、PrimeScript RT re- 
agent Kit (Perfect Real Time) , TB Green" Pre- 
mix Ex Taq” II (Tli RNaseH Plus) 购 自 Takara 7x 
司 。 试 验 所 用 水 均 为 超 纯 水 。 


2.2 电镜 表征 


采用 清华 大 学 高 分 辩 场 发 射 扫描 电子 显微镜 
(ZEISS, SEM 500， 德 国 ) ， 加 速 电压 15 kV， 获 
得 扫描 电镜 (Scanning Electron Microscope, 
SEM) 图 像 。 


2.3 ABA 免 疫 传感器 制作 方法 


ABA 免 疫 传感器 使 用 丝 网 印刷 电极 (SPE 是 
传统 的 三 电极 体系 ， 由 碳 基 工 作 电 极 和 对 电极 , 
以 及 银 / 毛 化 银 参 比 电极 组 成 ) 制备 ， 将 不 同 浓 
度 的 GR-COOH 溶 解 在 1 mL 不 同 浓度 SA 水 溶液 
中 ， 超 声波 处 理 30 min， 之 后 添加 0.5% Nafion 
溶液 、20 mmol/L EDC, 50 mmol/L NHS 进行 超 
声 处 理 ， 制 得 GR-COOH-SA 复合 材料 。 后 将 复 
合 材料 滴 加 到 电极 表面 ， 室 温和 干燥 。 接 着 将 
ABA 抗体 滴 加 到 电极 表面 ， 自 然 干 燥 ， 然 后 将 
牛 血 清白 蛋白 (Bovine Albumin, BSA) 滴 加 在 
电极 表面 ， 封 闭 非特 异性 吸附 位 点 。 制 作 过 程 如 
图 1 所 示 。 
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La EE. ae vwr| sib 


ABA 2 BSA 


dà) GR-COOH-SA Y ABA-Antibody «^. BSA © ABA 
图 1 ABA 免 疫 传 感 器 修饰 过 程 示意 图 


Fig. 1 Modification process of abscisic acid immunosensor 
2.4 电化 学 测量 


试验 在 CHI760E 电化 学 工作 站 (上海 ， 中 
Fel) 进行 。 循 环 伏 安 法 采用 电压 为 -0.2~0.6 V, 
扫描 速率 为 0.05 Vs。 将 制备 好 的 传感器 在 一 定 
WK BERI ABA HA PE 1h, FA Rak FF a P 
洗 。 然 后 将 其 浸入 2 mmol/L £X SUE ERE WE A, 
使 用 电化 学 阻抗 方法 (Electrochemical Imped- 
ance Spectroscopy，EIS) 进行 检测 ， 并 通过 
Zview 软件 拟 合 阻抗 数据 。 


2.5 柑橘 培养 及 样品 制备 


利用 研制 的 传感器 对 感染 柑橘 黄龙 病 的 脐橙 
叶片 中 的 ABA 含 量 进行 检测 。 在 2020 年 1 月 ， 
选取 感染 柑橘 黄龙 病 脐 梅 病 芽 条 ， 利 用 贴 接 法 对 
$ 株 健康 脐橙 进行 接 菌 处 理 。 接 菌 6 个 月 后 进行 
症状 分 析 。 利 用 传感器 检测 脐橙 叶片 ABA 步骤 
如 下 。 

(D DNA 提 取 与 检测 。 选 择 疑 似 带菌 脐橙 ， 
每 株 取 1 片 中 上 部 叶片 ， 用 剪刀 取 叶 中 脉 ， 剪 成 
1 mm 左右 小 段 ， 放 入 2 mL 离心 管 中 (加 5 mm 
钢珠 )， 液 氮 预 冷 之 后 ， 震 荡 人 研磨 2 min， 利 用 十 
六 烷 基 三 甲 基 省 化 铵 法 (Cetyltrimethylammoni- 
um Bromide, CTAB) ” 进行 DNA 提取 。 根 据 文 
献 报道 中 ,选取 引 物 A2/IS 对 疑似 带菌 植株 
DNA 进行 聚合 酶 链 式 反应 (Polymerase Chain 
Reaction, PCR) 检测 ( 表 1)， 通 过 对 退火 温度 
DEFT 55~60 "C 阶 梯 式 扩 增 ， 最 终 选 择 条 带 特异 
性 最 好 的 58.5 °C 作为 退火 温度 ， 对 PCR 产物 进 
行 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 。 


表 1 检测 脐 楼 叶片 是 否 感染 黄龙 病 实验 PCR 反应 程序 
条 件 


Table 1 Polymerase chain reaction reaction procedure and 
conditions for detecting whether navel orange leaves are in- 


fected with Huanglongbing 


变性 退火 延伸 


预 变性 i ath 保存 
(35 循环 ) 

95°C 95 °C 58:5 °C 72°C 72 °C 4°C 

3 min 30s 30s 30s 10 min oo 


TE: 35 循环 为 变形 -延伸 这 一 过 程 重复 35 次 


(2) ABA, REA PCR 鉴定 带菌 的 脐 
柳 叶 片 和 健康 脐 杰 叶片 各 取 6 片 ， 其 中 健康 叶片 
为 对 照 ， 向 人 研 钵 中 加 入 液 氮 进行 研磨 ， 待 叶片 磨 
碎 呈 绿色 粉末 后 ， 称 取 1g BARBRA 10 mL 离心 
管 中 ， 加 入 预 冷 的 80% 甲 醇 2 mL 充分 搅拌 ， 在 
4 °C 环境 下 荣 取 温 提 6 nh， 进行 脱落 酸 提取 。 完 
成 后 ， 向 淄 提 液 中 加 入 1 MLA, KREG 
10s, 4°C, 12,000 r/m 离 心 5min， 弃 上 清 ， 温室 
FART, FAS mL 磷酸 缓冲 盐 溶液 (Phos- 
phate Buffered Saline, PBS) (pH7.4) 溶解 样品 。 


2.6 Brie d RNA RS cDNA & 


总 RNA 的 提取 参考 柱 式 法 植物 RNA 小 量 提 
取 试 剂 盒 (TaKaRa MiniBEST Plant RNA Extrac- 
tion Kit) 说 明 书 。 

cDNA 合成 参考 反 转 录 试 剂 盒 PrimeScript 
RT Master Mix (Perfect Real Time) 说 明 书 ， 在 
RNase-free PCR 管 中 加 入 200 ng RNA, 2uL 5X 
PrimeScript RT Master Mix, Hj RNase-free ddH,O 
补 至 10 AL。 反 应 程序 为 : 37 °C HEH 15 min, 
85 "C 失 活 5s。 加 入 90 uL ddH,O i5], -20 °C 
保存 。 


2.7 实时 荧光 定量 PCR 


选择 ABA 合 成 过 程 关 键 基 因 玉 米黄 质 环 氧 
化 酶 基因 (CitZEP) 进行 荧光 定量 分 析 77. WIL 
JEK (Actin) 作为 内 参 基 因 。 引 物 序列 见 表 2 
( 生 工 生物 工程 CERE) 股份 有 限 公 司 )。20 pL 
反应 体系 : cDNA 模板 2 uL, 2XMix 10 uL, 
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10 pmol/L 上 下 游 引物 各 1 uL, ddH,O 6 uL. RR 60 ?°C 退火 1min，40 个 循环 扩 增 , 得 到 Ct 值 。 
应 程序 : 95 "C 预 变性 15 min; 94 °C 变性 15 s; 
表 2 脐 检 叶 片 中 ABA 相 关 基 因 表 达 量 分 析 试 验 荧光 定量 PCR 引物 序列 
Table 2 Fluorescence quantitative polymerase chain reaction primer sequence of abscisic acid-related gene expression 


analysis experiment in navel orange leaves 


基因 名 称 引物 序列 退火 温度 /"C 
上 游 引物 5'-TTTTTCTCGAACATCGATTGTGA-3' 
CitZEP 58 
下 游 引 物 5-GTAGAAGGCACCATCTTTATAGCTGAT-3' 
上 游 引物 5'-CCAAGCAGCATGAAGATCAA-3' 
Actin 60 
下 游 引 物 5'-ATCTGCTGGAAGGTGCTGAG-3' 
3 试验 结果 与 讨论 SA 复合 材料 后 (图 2 (b) )， 在 电极 表面 形成 了 
一 层 致 密 的 膜 结 构 。 对 传感器 进行 抗体 修饰 后 
3.1 修饰 过 程 的 形 貌 分 析 (图 2 (c) ), 电极 表面 出 现 了 大 量 均匀 分 布 的 颗 


粒 ， 表 明 ABA 单 克隆 抗体 已 经 修饰 在 电极 表面 。 
进一步 修饰 了 BSA 后 (图 2 (d) )， 电 极 表面 出 
现 一 些 类 似 岛 状 的 结构 ， 可 能 是 蛋白 分 子 的 增加 
导致 发 生 了 一 定 的 聚集 ， 从 而 表明 BSA 蛋白 分 
子 修饰 在 了 电极 表面 。 


利用 SEM Xf SPE 电极 GR-COOH-SA/SPE 
电极 ABA-Ab/GR-COOH-SA/SPE 电极 BSA/ 
ABA-Ab / GR-COOH-SA /SPE 电极 形 貌 进行 表征 
(图 1)。 裸 的 SPE 电 极 (图 2 (a) ) 表面 光滑 干 
净 ， 无 其 它 杂 质 沉积 。 当 电极 修饰 上 GR-COOH- 


(a) 裸 的 SPE 电 极 


ERE » ER \ wae 
(c) ABA-Ab/GR-COOH-SA/SPE (d)BSA/ ABA-Ab / GR-COOH-SA /SPE 


图 2 电极 修饰 过 程 的 SEM 表 征 图 


y 


Fig. 2 SEM characterization of electrode modification process 
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3.2 传感器 检测 ABA 的 可 行 性 分 析 将 GR-COOH (1.25 mg/mL) 及 GR-COOH- 
SA (GR-COOH 1.25 mg/mL, SA 1.25 mg/mL) 
修饰 后 的 电极 分 别 浸入 10 nmol/L ABA rp, SRR 
育 1h 后 ， 检测 阻抗 值 的 变化 。 结 果 表 明 ， 在 
10 nmol/L ABA Jf? A Ja , GR-COOH-SA/SPE 电极 
检测 的 R, 变 化 值 人 2: 
AW YA (1) 
其 中 ,ZZ 为 电极 与 一 定 浓度 ABA 反 应 后 的 
阻抗 值 ，Q; Z, 为 电极 修饰 BSA 后 的 阻抗 值 ，Q。 
GR-COOH-SA/SPE 的 人 2Z 约 为 GR-COOH/SPE 电 
' 极 的 2.5 倍 ， 表 明 GR-COOH 5E SA 两 种 材料 的 组 
图 3 ABA 免 疫 传感器 检测 实际 场 是 合 使 传感器 具有 更 强 的 检测 信号 ， 可 以 提高 传 感 
器 的 检测 性 能 ， 因 此 在 后 续 试 验 中 选择 GR- 
COOH-SA 复合 材料 修饰 电极 〈 图 4 (a) )。 


图 3 是 研究 ABA 免 疫 传感器 检测 实际 场景 ， 
利用 GR-COOH/SPE 及 GR-COOH-SA/SPE 传 感 
器 检测 ABA 可 行 性 。 


Fig. 3 Actual detecting scene of abscisic acid immunosensor 
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(a)GR-COOH-SA,.GR-COOH 5 10 nmol/LABA 反 应 后 的 阻抗 值 变化 图 (b) 电 极 修饰 过 程 的 循环 伏 安 曲线 
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(c) 电 极 修饰 过 程 的 阻抗 变化 (d)45 10 nmol/LABA 反 应 前 后 阻抗 变化 
图 4 免疫 传感器 检测 ABA 的 可 行 性 分 析 


Fig. 4 Feasibility analysis of ABA detection by immunosensor 
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为 检测 免疫 传感器 是 否 制备 成 功 ， 对 传感器 
制备 过 程 中 的 每 个 修饰 环节 分 别 用 循环 伏 安 
(Cyclic Voltammetry，CV) 和 EIS 进行 了 表征 。 
CV 结果 如 图 4 (b) WIR, Æ [Fe(CN),] */ 
液 中 ,与 裸 SPE 电 极 相 比 (图 4 (b) ha), 
当 电 极 表面 修饰 上 GR-COOH-SA 复合 材料 后 
(图 4 (b) 曲线 b)， 氧 化 还 原 峰 电流 出 现 了 下 
降 ， 这 可 能 是 由 于 GR-COOH-SA 复合 材料 导电 
性 较 差 ， 抑 制 了 探 针 分 子 的 电子 转移 。 在 哼 育 
上 上 ABA 抗体 后 (图 4 (b) 曲线 c)， 氧 化 还 原 峰 
电流 下 降 ， 这 主要 是 由 于 抗体 分 子 的 绝缘 性 导 
致 的 ， 该 结果 表明 抗体 分 子 成 功 修饰 在 了 电极 
表面 。 当 BSA (图 4 (b) 曲线 d) 依次 修饰 在 
电极 表面 后 ， 峰 电流 继续 减 小 。 这 主要 是 由 于 
BSA 和 蛋白 分 子 的 绝缘 性 导致 的 ， 从 而 表明 了 
BSA 分 子 的 成 功 修饰 。 修 饰 过 程 的 阻抗 图 谱 如 
图 4 (c) 所 示 ， 其 结果 可 以 通过 拟 合 电路 进行 
拟 合 图 4 (c)。 在 电极 表面 修饰 GR-COOH-SA 
复合 材料 后 (图 4 (c) Wb), 与 裸 电 极 相 比 
(图 4 (c) 曲线 a，317.3 Q), 阻抗 值 增加 到 
352.7 Q， 这 主要 是 由 于 GR-COOH-SA 复合 材 
料 导 电 性 较 差 所 致 ， 添 加 ABA 单 克隆 抗体 后 
(图 4 (c) 曲线 c)， 由 于 抗体 分 子 不 导电 ， 电 极 
的 阻抗 显著 增加 ， 为 526 Q; 进一步 加 入 BSA 和 蛋 
FE (图 4 (c) 曲线 d)， 阻抗 进一步 增加 到 
607.1 Q, EIS 的 结果 与 CV 一 致 ， 都 证 明了 传 感 
器 的 成 功 构建 。 


3.3 制备 优化 


为 使 免疫 传感器 具有 更 好 的 检测 性 能 ， 对 
GR-COOH IK EE, SAYRE. ABA 抗体 浓度 等 进 
行 了 优化 。 复 合 材料 中 选择 浓度 范围 为 0.75 一 
1.75 mg/mL 的 GR-COOH 进行 了 优化 ， 利 用 
10 nmol/L ABA 检测 优化 的 效果 。 如 图 5 (a) 所 
IR, SPE 工作 电极 在 GR-COOH 浓度 范围 为 
0.75—1.5 mg/mL 时 ，AZ 持 续 增加 ， 到 1.5 mg/mL 
时 AZ 达到 最 大 。1.5 mg/mL 后 GR-COOH 浓 度 进 
一 步 增加 ，AZ 变 化 趋 于 稳定 。 因 此 1.5 mg/mL 


为 GR-COOH 最 佳 浓 度 。 

为 研究 SA 的 最 佳 浓度 ， 试 验 中 分 别 测试 了 
免疫 传感器 在 含有 不 同 浓度 SA 的 混合 物 修饰 
后 的 阻抗 变化 。 选 择 SA 的 浓度 范围 为 0.75~- 
1.75 mg/mL。 将 5 种 不 同 浓度 SA 分 别 添加 在 混 
合 修饰 物 中 充分 混 匀 。SA 浓度 范围 在 0.75~ 
1 mg/mL 时 (AIS (b) )， 随 着 浓度 升 高 人 Z 明 明 
显 增加 趋势 ， 到 1 mg/mL 时 入 Z 达 最 大 。1 mg/mL 
后 ，SA 浓度 进一步 增加 ，A 人 2Z 明 显 下 降 。 因 此 ， 
选择 1 mg/mL Jy SA 的 使 用 浓度 。 

ABA 抗 体 浓度 的 大 小 会 对 响应 结果 产生 影 
响 。 试 验 中 对 ABA 抗体 浓度 进行 了 优化 。 选 择 
ABA 抗 体 浓度 范围 为 0.2~0.6 mg/mL, 分 别 将 不 
同 浓度 的 抗体 滴 加 在 工作 电极 表面 。 如 图 5 (c) 
BrzR. AZ ba ABA 抗体 浓度 增加 而 增 大 。 
0.5 mg/mL 时 和信 Z 达 到 最 大 。 进 一 步 增 加 抗体 浓 
度 ，AZ 减 小 。 可 能 是 电极 表面 抗体 达到 了 平衡 
或 饱和 状态 ， 不 能 容纳 更 多 的 抗体 。 据 此 认为 
0.5 mg/mL 为 制备 ABA 免疫 传感器 的 最 佳 抗体 
浓度 。 


3.4 检测 性 能 测试 


依次 用 不 同 浓度 的 ABA 与 修饰 后 的 电极 反 
应 ,然后 进行 阻抗 测试 。 图 6 (a) 显示 免疫 传 感 
al) A ZMA ABA 孵育 浓度 的 增加 而 不 断 升 高 。 
图 6 (a) 插图 为 取 其 中 一 段 的 放大 图 。 当 ABA 
孵育 浓度 范围 在 10 pmol/L~1 umol/L 时 ， 该 传 
感 器 的 阻抗 值 变化 与 ABA 的 浓度 呈 线 性 相关 
(图 6 (b) )， 线 性 方程 为 : 


了 =103.46x+480.73 (2) 
HB, R°= 0.99927。 检 测 下 限 的 实测 结果 为 
10 pmol/L. 


比较 文献 报道 中 的 多 种 方法 与 本 研究 制备 的 
传感器 的 结果 ( 表 3)， 发 现 本 研究 制备 的 ABA 
人 免疫 传 感 带 检 测 限 较 低 ,线性 范围 较 宽 ， 其 检测 
性 能 获得 了 进一步 提高 。 

ABA 检测 中 ， 可 能 会 存在 其 它 物质 的 干扰 。 
因此 ， 对 该 传 感 吕 的 选择 性 进行 了 测试 。 选 择 水 
WAR. EKR, PER, PRR, IER. BE 
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图 5 ABA 传感器 制备 优化 试验 结果 


Fig. 5 Optimization test results of abscisic acid sensor preparation 
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(a) 传 感 器 与 不 同 浓度 ABA 反 应 后 的 阻抗 变化 
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图 6 ABA 传感器 检测 性 能 试验 结果 


Fig. 6 Testing performance results of abscisic acid sensor 


表 3 不 同方 法 检测 ABA 的 性 能 对 比 
Table 3 Comparison of the performance of different meth- 


ods for the detection of abscisic acid 


检测 方法 E 线性 范 | 检测 
围 /hmol'.L )  PR/(umol L`) 
高 液 相 色谱 法 2 0.136~0.363 一 一 
Wt 0.072—1.44 0.23 
REA NT 105—10? -— 
时 间 - 电 流 法 24 1.8x105—1.5x10?  1.5x10% 
比 色 免 疫 传感器 2 5x10°~10 23x10? 
J PEELE BIE? 0.0378~18.9 3.78x10? 
脱落 酸 免疫 传感器 10°~1 10° 


BAN ABA 分 别 用 于 与 本 研究 制备 的 ABA 免疫 传 
感 咒 反应。 如 网 7 所 示 ， 相 同 浓度 下 (10 nmol/L), 
ABA 产 生 的 阻抗 响应 显著 高 于 其 他 干扰 物质 。 
表明 该 免疫 传感器 具有 较 高 的 选择 性 。 

在 同等 条 件 下 应 用 等 浓度 的 ABA 溶液 对 


1000 
I 
800r 
600r 
e 
3 
400 
200r 
NM m ME aum M m IN 
a b c d e f g 


干扰 物质 
注 : a 为 水 杨 酸 ; b 为 生长 素 ; c 为 赤 霉 素 ; d 为 苹果 酸 ; 6 为 柠 榜 
Mm; f 为 琥珀 酸 ; g 为 脱落 酸 
图 7 传感器 与 不 同和 干扰 物质 反应 后 的 阻抗 变化 
Fig. 7 Impedance change of immunosensor after reaction 


with different interfering substances 


该 传感器 进行 多 次 实验 ， 以 检测 该 传感器 的 重 
现 性 。5 根 ABA 免疫 传 感 带 的 相对 标准 偏差 


(Relative Standard Deviation, RSD) 为 4.87% 


(图 8 (a) )。 在 4°C 条 件 下 储存 两 周 后 ， 该 传 感 
器 仍 有 88.6% 的 感知 能 力 (图 8 (b) )。 表 明 该 


6 


n 


1 2 4 


3 
电极 /个 
(a) 不 同 传感器 之 间 稳 定性 比较 


117 


传 感 天 非常 稳定 。 


123 4 5 67 8 9 10 H 12 13 14 
天 数 /d 
(b) 传 感 器 长 期 稳定 性 检测 


图 8 ABA 传 感 器 稳定 性 试验 


Fig. 8 Stability test of abscisic acid sensor 


3.5 感染 柑橘 黄龙 病 脐 橙 植 株 时 片 中 ABA 
的 含量 检测 


3.5.1 脐 楼 植株 接 菌 情况 检测 

进行 接 菌 的 5 株 脐 检 中 ，3 株 脐橙 叶片 具有 
典型 的 沿 叶 脉 间 际 斑 驳 黄 化 ， 新 生 叶片 较 小 的 感 
染 柑橘 黄龙 病 特征 ， 初 步 判 定 为 疑似 带菌 植株 
(图 9)。 通 过 对 疑似 感 病 植株 DNA 进行 PCR 扩 
增 、 琼 脂 糖 凝 肌 电泳 ， 在 电泳 图 700 bp 左右 出 现 
条 带 ， 即 确定 该 植株 接 菌 成 功 ， 如 图 10 所 示 。 
植株 1、2 成 功 感染 黄龙 病菌 ， 因 此 选 定 植株 1、 
2 作为 后 续 试 验 样本 。 


a b c d e ji 
注 :a.b、c 为 健康 植株 叶片 ;d、e、f 为 疑似 感染 树林 黄龙 病 叶片 
图 9 正常 和 感染 柑 栖 黄 龙 病 后 的 脐 杠 叶片 
Fig. 9 Navel orange leaves of normal and citrus 


Huanglongbing infected 


M Y I 2 3 H 


M: DNA marker 2000; Y: 阳性 对 照 
1. 2. 3: 疑似 带菌 植株 ; H: 阴性 对 照 


图 10 利用 PCR 反 应 检测 膀 橙 感染 柑橘 黄龙 病情 况 
Fig. 10 Detection of citrus Huanglongbing infection in 


navel orange by polymerase chain reaction 


用 制备 的 ABA 传感器 对 经 过 预 处 理 的 感染 
柑橘 黄龙 病 的 脐橙 植株 及 健康 植株 叶片 的 匀 浆 液 
进行 阻抗 试验 ， 每 组 三 个 重复 ， 结 果 如 图 11 所 
示 。 健 康 叶片 的 AZ 为 72 ohm， 染 病 叶 片 的 AZ 
为 823 ohm。 将 两 次 AZ 值 代 入 标准 曲线 可 得 感 
病 叶 片 中 ABA 的 含量 为 10 nmolL， 而 健康 叶片 
中 入 Z 太 小 ， 超 出 检测 范围 ， 不 能 计算 出 其 含 
量 。 表 明 脐 检 叶 片 受 到 病害 侵 染 后 ， 体 内 脱落 酸 
水 平 呈 上 升 趋势 ， 此 结果 与 之 前 的 报道 
一 致 7), 
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图 11 传感器 检测 的 健康 叶片 和 染病 叶片 的 阻抗 变化 图 


Fig. 11 Impedance changes ofhealthy leave and diseased 


leaves detected by the sensor 


本 研究 是 第 一 次 使 用 电化 学 传感器 对 柑橘 黄 
龙 病 害 中 ABA 的 含量 水 平 进行 检测 ， 表 明 ABA 
免疫 传感器 具有 较 大 实际 应 用 潜力 。 
3.5.2 ”可 靠 性 试验 

为 验证 试验 结果 的 可 靠 性 ， 从 分 子 角度 人 研究 
植物 感 病 后 对 体内 ABA 合成 的 影响 ， 本 试验 分 
别 对 健康 及 感 病 脐橙 叶片 进行 取样 、RNA 提 取 、 
cDNA 合成 ， 通 过 效 光 定量 PCR 检 测 ABA 合 成 
途径 中 重要 酶 基因 CitZEP 在 正常 及 感 病状 态 下 
的 表达 量 ， 如 图 12 所 示 。 结 果 表 明 ， 健 康 脐 橙 
基因 CitZEP 的 表达 量 为 1.003， 受 到 柑橘 黄龙 病 
的 影响 ， 感 病 脐橙 叶片 内 ABA 的 CiZEP 基 因 在 
病菌 胁迫 下 表达 量 提高 ， 基 因 CitZEP 的 表达 量 
达到 1.332， 表 明 病 菌 胁迫 提高 了 ABA 合 成 关键 
酶 基因 CiZEP 的 表达 。 可 能 由 此 引起 了 ABA 含 
量 的 增加 。 表 明 ABA 参 与 了 脐橙 感染 黄龙 病 的 
过 程 ， 但 具体 的 作用 机 制 有 竺 进一步 研究 。 

此 结果 与 通过 构建 测 的 传 感 絮 测 得 柑橘 感染 
黄龙 病 后 ABA 含量 增加 的 结果 一 致 。 


4 结论 


=A 


本 研究 研制 的 ABA m fer fev d, A 
M GR-COOH-SA 复合 材料 修饰 增强 了 传感器 检 
测 信 和 号 强度 ， 通 过 对 GR-COOH 浓度、SA 浓度 、 
ABA 抗体 浓度 进行 了 优化 ， 提 高 了 免疫 传 感 带 
的 检测 性 能 。 


图 12 健康 植株 与 感 病 植株 CitZEP 基 因 表达 量 分 析 
Fig. 12 Analysis of CitZEP gene expression in healthy 


plants and susceptible plants 


该 传感器 的 线性 范围 较 宽 (10 pmol /L~ 
1 hmolL)， 检 测 限 较 低 (10 pmol/L), RAB 
的 选择 性 及 稳定 性 。 

利用 制备 的 该 传感器 对 感染 柑橘 黄龙 病 脐 橙 
样本 叶片 ABA 含量 进行 了 检测 ， 为 快速 获取 病 
害 侵 染 后 植物 体内 ABA 含量 提供 了 新 手段 。 
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Construction and Application of A Novel Abscisic Acid 
Electrochemical Immunosensor Based on Carboxylated 
Graphene-Sodium Alginate Nanocomposite 


DONG Hongtu', ZHOU Simeng", WANG Qingtao WANG Cheng', LUO Bin’, LI Aixue" 


(1. Research Center of Information Technology, Beijing Academy of Agriculture and Foreatry Sciences, Beijing 
100097, China; 2. College of Landscape and Ecological Engineering, Hebei University of Engineering, Handan 
056038, China) 


Abstract: Abscisic acid (ABA) is an important plant hormone, which can control seed and bud dormancy, organ size control, se- 
nescence and death, and participate in both biological and abiotic stress, inhibit plant growth, and participate in plant disease re- 
sistance. In order to determine the content of ABA in plants quickly and accurately, a new type of ABA immunosensor was de- 
veloped. To improve the detection performance of the sensor, the detection performance of the sensor was increased by modify- 
ing GR-COOH and SA on the electrode surface. The concentration of GR-COOH , SA, and ABA-Antibody were optimized, the 
optimal conditions for the three materials were 1.5 mg/ml, 1.25 mg/ml and 0.5 mg/ml. The immunosensor was constructed 
based on the electrode impedance changes ( ^ Z ) due to the binding reaction of ABA antibody and antigen . It was found that 
the sensor showed linear relationship with ABA in the response range of 10 pmol/L-1 pmol/L, A^ was 0.99927, and the detec- 
tion limit was about 10 pmol/L. The sensor also had good selectivity and stability. Using the electrochemical immunosensor, the 
content of ABA in navel orange leaf that have been successfully inoculated with citrus Huanglongbing by PCR was determined, 
and healthy plants were used as control. The test results showed that the impedance changes( ^ Z ) of healthy leaves and dis- 
eased leaves were 72 and 823, respectively, which indicated that the level of ABA in the infected plants increased significantly. 
The sensor provides a tool for the detection of plant hormone levels under disease stress. The results showed that the content of 
ABA increased in the leaves of navel orange infected by citrus Huanglongbing, which indicated that ABA played an important 
role in plant disease resistance. Furthermore, the changes of gene expression of key enzymes CitZEP in ABA synthesis pathway 
were studied, The results showed that the expression of CitZEP increased in plants infected with Huanglongbing disease, and 
the results were consistent with the detection results of the sensor, which indicated that the sensor had good practicability. 


Key words: abscisic acid; immunesensor; electrochemical; Huanglongbing; GR-COOH; antibody 
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